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基因芯片法检测血清中多组=0MN:X

对胰腺癌的诊断价值
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摘要! 目的G探讨血清=0M<)$)*=0M<)$*=0M<$*'\*=0M<)%%-和=0M<$2$E对胰腺癌的诊断价值' 方法G收集
)%$2年4月至)%)$年2月南通大学附属医院('例胰腺炎患者"胰腺炎组#%43例胰腺癌患者"胰腺癌组#及8*

例正常人"正常组#的血清%利用自建基因芯片法检测研究对象血清=0M<)$)*=0M<)$*=0M<$*'\*=0M<)%%-和
=0M<$2$E水平%受试者工作特征"M"7#曲线分析8种=0MN:X单独及联合诊断胰腺癌的效能' 结果G相较于正
常组及胰腺炎组%胰腺癌组8种=0MN:水平明显升高%差异有统计学意义"R̀ %H%8#' M"7曲线显示%8种
=0MN:均有较高的M"7曲线下面积":R7#%根据各自最佳临界值%=0M<)$)*=0M<)$*=0M<$*'\*=0M<)%%-和
=0M<$2$E对胰腺癌诊断的敏感度分别为32H(%_*34H$$_*3$H2%_*3*H4%_和32H(%_%特异度分别为23H'%_*

28H)*_*4(H8%_*24H'%_和22H)%_%其中=0M<)%%-敏感度最高%=0M<$2$E特异度最高' 两两联合检测结果显示%

灵敏度最高的是=0M<)$+=0M<)%%-和=0M<)$+=0M<$2$E " *)H$$_#%特异度最高的是=0M<)%%-+=0M<$2$E

"4*H($_#'结论G利用自建基因芯片检测提示%=0M<)$)*=0M<)$*=0M<$*'\*=0M<)%%-和=0M<$2$E在胰腺癌患者
血清中水平升高%其可作为胰腺癌诊断的血清标记物%联合检测可提高胰腺癌的诊断灵敏度'

关键词! 胰腺癌$ 基因芯片$ 微小核糖核酸$ =0M<)$)$ =0M<)$$ =0M<$*'\$ =0M<)%%-$ =0M<$2$E
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$2$E 0. [>Q0D.QX@0QS [>.-1D>Q0-->.-D1HO'1@*"(GPSDXD1A=X>=[?DX@D1D-T??D-QDE C1T=8* .T1=>?[DT[?D".T1=>?
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$*'\% =0M<)%%->.E =0M<$2$E @D1DEDQD-QDE \Z\A0?Q<0. XD?C<QDXQ0.VTCVD.D-S0[HMD-D0YD1T[D1>Q0.V-S>1>-QD10XQ0-

"M"7# -A1YD@>XAXDE QT>.>?ZdDQSDDCC0->-ZTCC0YD=0MN:X>?T.D>.E -T=\0.>Q0T. 0. QSDE0>V.TX0XTC[>.-1D>Q0-
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GG胰腺癌是常见的恶性肿瘤之一%近年来发病率呈
升高趋势%由于缺乏有效的诊断方法和治疗措施%造
成胰腺癌患者发现晚*预后差*死亡率高($)

' 对普通
人群和高危人群进行定期筛查%是提高胰腺癌早期诊
断率的有效措施之一' 事实上%胰腺癌的发生发展涉
及多个基因表达改变%如果在胰腺癌发生早期就从基
因水平对其进行诊断%检测重要相关基因的表达变
化%将有利于胰腺癌的早期发现和早期治疗%从而提
高患者的生存率' 目前应用最广泛的诊断标志物是
糖类抗原"->1\TSZE1>QD>.Q0VD.%7:# $*<*%但7:$*<*

在胰腺癌早期诊断中敏感度低%并不能满足临床诊断
所需' 很多研究表明体循环中微小核糖核酸
"=0MN:X%=0M#是胰腺癌诊断的潜在标志物())

' 已
有多个文献报道=0M<)$)*=0M<)$*=0M<$*'\*=0M<

)%%-和=0M<$2$E参与胰腺癌的发生发展' 本研究
利用自建基因芯片检测患者血清中以上8种=0MN:X

的表达情况%通过单项检测和两两综合分析探讨多组
=0MN:X在胰腺癌中的诊断价值'

89资料与方法
$H$G资料及标本G选取)%$2年4月至)%)$年2月
来自南通大学附属医院初诊为胰腺癌的患者43例%

其中男(%例%女'3例$年龄(2a4*"8*H3n$$H'#岁%

胰腺癌病例诊断均经过病理或完整影像学资料证实'

同时收集(' 例初诊为胰腺炎患者%男)) 例%女)$

例$年龄(8a48"84H2n$%H'#岁$胰腺炎均为本院确
诊*排除肝病或胆病病史的患者' 8*例体检中心健
康体检者作为对照组%男'$例%女)2例$年龄(3a43

"82H)n*H'#岁$体检者体检结果均正常%无相关疾病
史' 胰腺癌组*胰腺炎组及对照组性别*年龄差异无
统计学意义"Ro%H%8#' 本研究经医院伦理委员会批
准"编号!)%)$<c%%)#%并因该研究仅涉及南通大学
附属医院住院患者%已行生化或免疫常规检测后多余
的血液样本进行=0MN:分析检测%并在研究过程及
结果发表中不透露患者的隐私及个人信息%故获准免

除受试者知情同意书'

$H)G基因芯片法检测G抽取所有参与研究者空腹外
周静脉血' =?%静置后离心$% =0.%取血清后保存于
F

2% m冰箱' 采用自建的基因芯片法检测%已申报国
家发明专利")%)$$$%2%'')H$#' 详细步骤如下'

$H)H$G血清MN:提取G取$% =?血液样本加入$ =?

P10dT?%冰上静置$% =0.%)%%

&

?氯仿震荡$8 X$( m静置
) =0.%$) %%% .+$8=0.%小心吸取中间层约8%%

&

?$加入
8%%

&

?异丙醇混合均匀%( m静置$% =0.%$) %%% .+

$8 =0.$$ =?48_乙醇轻轻洗涤)次%4 8%% .+8 =0.$88a

38 m烘干%加入)%a'%

&

?!;K7水溶解%38 m促溶$取
8%% .V样本进行琼脂糖凝胶电泳检测样本抽提质量'

$H)H)GMP<gK7MG按照MDYD1Q:0E 601XQLQ1>.E -!N:

LZ.QSDX0XW0Q"PSD1=T60XSD1L-0D.Q0C0-#试剂盒说明书%

将$

&

V总MN:%各$

&

?=0MN:茎环%(H%

&

?8

p反应缓
冲液%)H%

&

?ENPKX%$H%

&

?MN:酶抑制剂%$H%

&

?MP

酶离心混匀%置于:9#48%% K7M仪中() m 3% =0.%

4% m 8 =0.后冷却%合成-!N:%

F

)% m保存'

=0MN:X及R3 上下游引物"表$#%反应条件!

$个循环"*8 m%8 =0.#的预变性%(%个循环的变性
"*8 m%$8 X#*退火"3% m%'% X#及延伸"4) m%$8 X#%

最后一次延伸"4) m%8 =0.#' 通过相对定量法"以
R3为参照#对血清中=0MN:X进行定量检测' 全部
实验均重复'次'

$H)H'G制备基因芯片G载玻片清洗后用N

)

吹干%K0<

1>.S>溶液中浸泡'% =0.%EEe

)

"洗涤并N

)

吹干$浸
入$% ==T?+c:KP;L中'% =0.%无水乙醇清洗$ S%用
N

)

吹干$ $%% a$$% m的烘箱中烘烤$ S%浸泡
$% ==T?+c丙酮溶液中'% =0.%EEe

)

"洗涤并N

)

吹
干%室温下避光保存' !N:合成仪合成"?0VT探针
"表)#%氨基化修饰后用异丙醇沉淀并纯化%点样*水
合%放置一周进行紫外交联$将玻片浸入琥珀酸酐的
$<甲基<)<吡咯烷酮溶液中摇动)% =0.%EEe

)

"冲洗玻
片' =0.%共(次%并用N

)

吹干%室温下避光保存'

所述基因芯片上分为质控部分和标记物检测部
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分%所述质控部分包括阴性对照"空白组*点样液组*

拟南芥组#和阳性对照"内参R3*酵母基因序列$*酵
母基因序列)#'

$H)H(G基因芯片杂交G将处理好的玻片() m预杂交
$ S%用EEe

)

"冲洗$ =0.%共)次$浸入到异丙醇中
$ =0.%离心干燥%将含有样本-!N:的杂交液在*8 m

变性8 =0.%离心) =0.%恢复至室温后%把杂交液点到
盖玻片中央%把载玻片的阵列面朝下轻轻盖到盖玻片
上%使杂交液充分铺满整个阵列%接着把载玻片翻过来
放到杂交盒中$在杂交盒两端的凹槽中分别加入$%

&

?

'

p柠檬酸钠缓冲液"LL7#%迅速盖上杂交盒盖%轻轻平
放到() m水浴中杂交过夜%整个过程避光操作'

$H)H8G基因芯片洗涤G将杂交后玻片浸入盛有第一
洗液的玻片槽中%玻片点样面朝下%去掉盖玻片%将玻
片在洗液$()

p

LL7*%H$_十二烷基硫酸钠"L!L#的混
合液)中晃动)a'次后移入盛有第二洗液"$

p

LL7#

的玻片槽中%轻柔摇晃玻片槽) =0.$将玻片移入盛有
第三洗液"%H)

p

LL7#的玻片槽中轻柔摇晃) =0.%然
后离心甩干玻片' 整个过程避光操作'

$H)H3G基因芯片结果分析G扫描仪扫描芯片%检测
杂交反应的结果' 采用L->.:11>Z'%%%扫描仪扫描%

并使用0=>VD.D分析杂交结果'

表8G相关=0MN:X引物序列
P$2Q8GMD?>QDE =0MN:X[10=D1XDgAD.-D

=0MN:X 引物序列"8k

#

'k#

=0M<)$)

G

上游引物!:77PPJJ7P7P:J:7PJ

下游引物!JPJ7:JJJP77J:JJP

=0M<)$

G

上游引物!P:J7PP:P7:J:7PJ:

下游引物!JPJ7:JJJP77J:JJP

=0M<$*'\

G

上游引物!7JJJJPPPPJ:JJJ7J

下游引物!JPJ7:JJJP77J:JJP

=0M<)%%-

G

上游引物!7JP7PP:777:J7:JP

下游引物!JPJ7:JJJP77J:JJP

=0M<$2$E

G

上游引物!::7:PP7:PPJPPJP7

下游引物!JPJ7:JJJP77J:JJP

R3

G

上游引物!7P7J7PP7JJ7:J7:7:

下游引物!::7J7PP7:7J::PPPJ7JP

酵母基因序列$

G

上游引物!::JPP777PJ77J77:P7PP

下游引物!7P7::PPJJ:7:::P::PJ7

酵母基因序列)

G

上游引物!JP77:PJP:JJJP7P7PJJP

下游引物!7P7::PPJJ:7:::P::PJ7

表:G=0MN:X"?0VT探针序列
P$2Q:G"?0VT[1T\DXDgAD.-DXCT1=0MN:X

=0MN:X "?0VT探针序列
SX><=0M<)$)<8[ :77PPJJ7P7P:J:7PJ7PP:7P

SX><=0M<)$<8[ P:J7PP:P7:J:7PJ:PJPPJ:

SX><=0M<$*'\<8[ 7JJJJPPPPJ:JJJ7J:J:PJ:

SX><=0M<)%%-<8[ 7JP7PP:777:J7:JPJPPPJJ

SX><=0M<$2$E<8[ ::7:PP7:PPJPPJP7JJPJJJ

$H'G统计学方法G采用LKLL )4H%软件分析数据' 计数
资料比例表示%比较采用!

)检验' 计量资料采用
$

>n,表
示%多组间的比较采用单因素方差分析%两两比较采用
cL!法%M"7曲线评估各=0MN:X对胰腺癌的诊断效
能%并确定最佳临界值' R̀ %H%8为差异有统计学意义'

:9结9果
)H$G胰腺癌患者血清中8种=0MN:X表达水平比较G

=0M<)$)*=0M<)$*=0M<$*'\*=0M<)%%-和=0M<$2$E 在
对照组及胰腺炎组差异无统计学意义"Ro%H%8#%均低
于胰腺癌组%差异有统计学意义"R̀ %H%8#' 见表''

)H)G血清中8种=0MN:X诊断胰腺癌的价值G=0M<

)$)*=0M<)$*=0M<$*'\*=0M<)%%-和=0M<$2$E的M"7

曲线下面积":R7#分别为%H43$*%H4$3*%H4$**%H4***

%H2$)%其:R7均o%H8%差异有统计学意义"R̀ %H%$#'

见图$' 8种=0MN:诊断胰腺癌的最佳临界值*灵敏
度*特异度和约登指数见表('

)H'G8种=0MN:X两两联合对诊断胰腺癌的价值G两
两联合检测时可以发现%=0M<)$+=0M<)%%-*=0M<)$+

=0M<$2$E* =0M<)$)+=0M<)%%-* =0M<)$)+=0M<$2$E*

=0M<)%%-+=0M<$2$E两两联合检测明显提高灵敏度%

且特异度o3'H4'_%其中=0M<)$+=0M<)%%-或=0M<

)$+=0M<$2$E 灵敏度最高" *)H$$_#% =0M)%%-+

=0M$2$E特异度最高"4*H($_#' 见表8'

表;G8种=0MN:X在各组间的相对荧光值G"

$

>n,#

P$2Q;GMD?>Q0YDC?AT1DX-D.-DY>?ADXTCC0YD=0MN:X

0. D>-S V1TA[G"

$

>n,#

组别 例数=0M<)$) =0M<)$ =0M<$*'\ =0M<)%%-=0M<$2$E

对照组 8*

2H%2n$H%2

>

8H%3n%H($

>

3H'*n%H'2

>

)H84n%H('

>

(H'4n%H'8

>

胰腺炎组('

2H((n$H')

>

8H%$n%H'8

>

3H8)n%H'*

>

)H4%n%H(%

>

(H8)n%H)8

>

胰腺癌组43 2H*2n$H'8

8H(2n%H(*

-

3H4*n%H(3 'H$$n%H8$ (H2(n%H'*

5值 8H43* $8H%(8 $%H3)$ $3H48) )$H'%2

R值 %̀H%%$ %̀H%%$ %̀H%%$ %̀H%%$ %̀H%%$

GG注!与胰腺癌组比较%

>

R̀ %H%8'

图8G8种=0MN:X诊断胰腺癌的价值
5),Q8G!0>V.TXQ0-Y>?ADXTCC0YD=0MN:XCT1[>.-1D>Q0-->.-D1
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表?G8种=0MN:X诊断胰腺癌的:R7及相关参数
P$2Q?G:R7>.E 1D?>QDE [>1>=DQD1XTCC0YD=0MN:X0. QSDE0>V.TX0XTC[>.-1D>Q0-->.-D1

项目 :R7 *8_DY 标准误 R值 最佳临界值 灵敏度"_# 特异度"_# 约登指数
=0M<)$ %H4$3 %H3((a%H42$ %H%(8 %̀H%%$ 8H'% 34H$$ 28H)* %H8)(

=0M<)$) %H43$ %H3*)a%H2)) %H%(% %̀H%%$ 2H34 32H(% 23H'% %H8(4

=0M<$*'\ %H4$* %H3(4a%H42( %H%'* %̀H%%$ 3H34 3$H2% 4(H8% %H'3(

=0M<)%%- %H4** %H4''a%H283 %H%'2 %̀H%%$ 'H%$ 3*H4% 24H'% %H84%

=0M<$2$E %H2$) %H4(4a%H234 %H%'8 %̀H%%$ (H4( 32H(% 22H)% %H834

表CG8种=0MN:X两两联合检测对胰腺癌的诊断效能
P$2QCG!0>V.TXQ0-DCC0->-ZTCC0YD=0MN:X\Z[>01DE -T=[>10XT.

=DQSTE 0. [>.-1D>Q0-->.-D1

检测项目 阳性
"例数#

灵敏度
"_#

特异度
"_#

阳性预
测值"_#

阴性预
测值"_#

=0M<)$+=0M<)$) 34 22H$3 4)H88 4%H8' 2*H$3

=0M<)$+=0M<$*'\ 32 2*H(4 3(H4$ 38H'2 2*H$*

=0M<)$+=0M<)%%- 4% *)H$$ 4'H8' 4)H$3 *)H8*

=0M<)$+=0M<$2$E 4% *)H$$ 4(H8$ 4)H*) *)H32

=0M<)$)+=0M<$*'\ 3$ 2%H)3 3'H4' 3)H)( 2$H)8

=0M<)$)+=0M<)%%- 33 23H2( 4(H8$ 4$H4( 22H'4

=0M<)$)+=0M<$2$E 3* *%H4* 44H(8 48H%% *$H23

=0M<$*'\+=0M<)%%- 32 2*H(4 3(H4$ 38H'2 2*H$*

=0M<$*'\+=0M<$2$E 38 28H8' 3(H4$ 3(H'3 28H4$

=0M<)%%-+=0M<$2$E 8* 2(H)$ 4*H($ 48H)* 24H$%

;9讨9论
GG=0MN:X在包括肿瘤在内的各种疾病中发挥着
重要作用%一个=0MN:可以靶向调控多个=MN:%参
与细胞增殖*生存*侵袭和转移等肿瘤的发生发展过
程('

F

()

' 除了具有诊断和预后意义外%=0MN:X的不
同表达水平也可用于预测化疗耐药%促进个性化治疗
方案的制定(8)

' 循环=0MN:X在血浆*血清*唾液*尿
液和其他体液中稳定表达%因此被认为是优秀的非侵
袭性肿瘤生物标志物%已有许多关于其在早期诊断*

发展和预后的相关研究(3)

'

有研究已证明=0M<)$*=0M<)$)*=0M<$*'\*=0M<

$2$E和=0M<)%%-在胰腺癌组织和细胞中表达异常%

可通过调控细胞增殖和细胞周期等参与胰腺癌致癌
转化及扩散转移的过程(4

F

$$)

' 这8种=0MN:X在血
液循环中的表达及其促进肿瘤发生发展的作用也有
所报道' 例如%=0M<)$在')例胰腺癌患者的血浆样
本中高表达%其表达水平与肿瘤分期*淋巴结和肝脏
转移相关($))

' 同样%血清中=0M<)$表达水平与胰腺
癌进展时间和总生存期具有显著相关性%其诊断胰腺
癌的敏感度和特异度分别为82H$'_和4*H%%_

($')

'

亦有研究发现%胰腺癌患者血浆中=0M<)$)过表达与
胰腺癌发生风险也具有一定的相关性($()

' :/>=>QXA

等($8)研究发现胰腺癌患者血清中与丝裂原活化蛋白

激酶"]:KW#信号通路相关的=0M<$2$E 敏感度为
2$_%特异度为2%_$=0M<$*'\敏感度为4*_%特异
度为4'_%在区分胰腺癌和自身免疫性胰腺炎方面
都表现出良好的敏感度和特异度' 此外%=0M<)%%-

在胰腺癌患者血浆中表达%其:R7值为%H4(8%敏感
度为3*_%特异度为3(_

($3)

' =0M<)$)和=0M<)%%-

在胰腺癌患者血清中的表达检测还未有报道' 本研
究结果显示%当8 种=0MN:X分别取其最佳临界值
时%=0M<)$*=0M<)$)*=0M<$*'\*=0M<)%%-*=0M<$2$E

的灵敏度分别为34H$$_*32H(%_*3$H2%_*3*H4%_和
32H(%_%特异度分别为28H)*_*23H'%_*4(H8%_*

24H'%和22H)%_%可以发现%8 种=0MN:X的特异度
均o4(H8%_%单个指标均可作为胰腺癌诊断标记物'

单独检测诊断胰腺癌时%=0M<)%%-灵敏度"3*H4%_#

最高%=0M<$2$E特异度"22H)%_#最高'

作为一种高通量的*先进的分子生物学技术%基
因芯片"VD.D-S0[%又称!N:芯片*生物芯片#可应用
于疾病基因表达变化的检测%其具有高度的灵敏度和
准确度*快速便捷*并可同时检测多个基因表达变化
等优点' 目前%检测胰腺癌的基因芯片都只能单一指
标检测%还没有利用基因芯片同时检测多种影响胰腺
癌发生发展的指标的相关报道'

本研究通过自建的基因芯片可同时检测多个标
记物%有效提高了检测效率%并结合对阴性对照组及
阳性对照组进行综合分析%有效排除基因芯片受污染
或检测过程无效的情况%提升结果准确度%也降低了
成本' 由于多种=0MN:X联合检测时%指标的敏感度
会增加%特异度会降低%所以本研究选择两两联合分
析%这样不但可提高检测敏感度%而且特异度也不至
于过分降低' 两两联合结果判读发现%任意两个指标
联合对胰腺癌的诊断灵敏度均较8种=0MN:X单独
检测得到提高%且特异度o3'H4'_'

综上所述%本研究发现胰腺癌中=0M<)$)*=0M<

)$*=0M<$*'\*=0M<)%%-和=0M<$2$E表达水平明显高
于胰腺炎患者和正常组%两两联合分析与单一检测结
果相比%胰腺癌的诊断灵敏度更高%以=0M<)$+=0M<

&$%8$&G中国临床研究G)%))年$$月第'8卷第$$期G7S0. U7?0. MDX% NTYD=\D1)%))% T̂?H'8% NTH$$G



)%%-和=0M<)$+=0M<$2$E 灵敏度最高" *)H$$_#%

=0M)%%-+=0M$2$E特异度最高"4*H($_#%因此具有
更高的诊断效能'

利益冲突G无
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